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Título: Estudio de la infiltración eosinofílica en la lesión aterosclerótica de ratones 
apoE−/− inducida por dieta hipercolesterolémica.  
 
Resumen:  
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica caracterizada por disfunción 
endotelial, acumulación de lípidos en las paredes arteriales e infiltración de células 
inflamatorias y constituye la principal base patológica de las enfermedades 
cardiovasculares (ECV). La inflamación sistémica de bajo grado juega un papel 
importante en el desarrollo del proceso aterosclerótico, estando presente en todas las 
etapas de la aterogénesis, donde participan una gran variedad de células inflamatorias. 
Se ha estudiado la implicación de varias poblaciones leucocitarias en la aterosclerosis; 
sin embargo, el papel de los eosinófilos en este proceso todavía no se conoce en 
profundidad. Este subtipo leucocitario expresa constitutivamente el receptor 
transmembrana CCR3, el cual interactúa con eotaxina-1/CCL11, una quimiocina con 
propiedades quimioatrayentes para eosinófilos que señaliza de forma exclusiva a través 
de este receptor. Se han encontrado niveles elevados tanto de CCR3 como de eotaxina-
1/CCL11 en placas ateroscleróticas humanas, aparentemente independiente de su 
acción sobre los eosinófilos. En base a estos datos, en el presente estudio, y con el 
objetivo de aclarar el papel de los eosinófilos y el eje CCR3/CCL11 en esta patología 
metabólica, se emplearon ratones deficientes en la apolipoproteína E (apoE−/−) de dos 
meses de edad, sometidos o no a una dieta hipercolesterolémica durante dos meses 
adicionales para llevar a cabo el estudio de la infiltración de eosinófilos en la lesión 
aterosclerótica de este modelo animal. En primer lugar, se observó que en aquellos 
ratones alimentados con una dieta aterogénica el grado de lesión aterosclerótica era 
mucho mayor que el presente en el grupo control, corroborando que una dieta rica en 
grasas dieta induce la formación de complejas placas de ateroma. Así mismo, se 
encontraron niveles plasmáticos significativamente más altos de eotaxina-1/CCL11 y del 
porcentaje de leucocitos circulantes que expresan CCR3 en aquellos ratones apoE−/− 
sometidos a una dieta rica en grasas frente a aquellos sometidos a dieta control. Este 
mayor porcentaje de células CCR3+ se debió al aumento del número de eosinófilos 
circulantes, ya que el porcentaje de basófilos y de mastocitos progenitores circulantes 
permaneció sin cambios en ambos grupos. Estos mismos resultados se obtuvieron 
cuando se realizó el estudio inmunofenotípico en la médula ósea. Finalmente, se detectó 
un mayor número de eosinófilos infiltrados en las válvulas sigmoideas aórticas en 
ratones con dieta aterogénica frente al grupo control. Por tanto, podemos concluir que 
quizás los eosinófilos y el eje CCR3/CCL11 puedan participar en la aterogénesis. Sin 
embargo, se requieren estudios adicionales para evaluar el papel de esta población 
leucocitaria en el desarrollo del proceso aterosclerótico.  
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Title: Study of the eosinophilic infiltration in the atherosclerotic lesion of apoE−/− mice 
induced by an hypercholesterolemic diet 
 
Abstract:  
Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease characterized by endothelial 
dysfunction, lipid accumulation in the arterial wall and infiltration of inflammatory cells 
which constitutes the main pathological basis of cardiovascular diseases. Low-grade 
systemic inflammation plays an important role in the development of the atherosclerotic 
process, being present in all stages of atherogenesis. The involvement of several 
leukocyte populations in atherosclerosis has been widely studied. However, the role of 
eosinophils in this process remains unclear. This leukocyte subtype constitutively 
expresses the CCR3 transmembrane receptor, which interacts with eotaxin-1/CCL11, a 
chemokine with eosinophil chemoattractant properties that signals exclusively through 
this receptor. Elevated levels of both CCR3 and eotaxin-1/CCL11 have been found in 
human atherosclerotic plaques. In order to clarify the role of eosinophils and the 
CCR3/CCL11 axis in this cardiovascular disease, in the present study, two-months mice 
deficient in apolipoprotein E (apoE−/−) were used. Animals were fed or not with an 
hypercholesterolemic diet for two additional months to study the infiltration of eosinophils 
in the atherosclerotic lesion. First, a greater atherosclerotic lesion was observed when 
animals were fed with an atherogenic diet than with a control diet. Thus corroborating 
that a high-fat diet induces the formation of complex atheroma plaques. Likewise, 
significantly higher plasma levels of eotaxin-1/CCL11 and percentage of circulating 
CCR3 expressing leukocytes were found in apoE−/− mice subjected to a high-fat diet than 
those fed with a control diet. This higher percentage of CCR3+ cells was due to the 
increased numbers of circulating eosinophils since the percentage of basophils and 
circulating progenitor mast cells remained unchanged in both groups. Similar results 
were obtained when the immunophenotypic study was performed in the bone marrow. 
Notably, a greater number of infiltrated eosinophils in the aortic sigmoid valves was 
detected in mice subjected to an atherogenic diet than those found in the control group. 
Therefore, it seems that eosinophils and the CCR3/CCL11 axis might participate in the 
atherogenic process. However, additional studies are required to investigate the exact 
role of this leukocyte population in atherosclerosis lesion development. 
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Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una de las principales causas de 
mortalidad y morbilidad en todo el mundo, causando 17,9 millones de muertes anuales, 
lo que representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo según la 
Organización Mundial de la Salud (World Health Organization, 2017).  Estas cifras se 
ven aumentadas en países de ingresos bajos y medianos, donde la muerte por ECV 
representa más del 80% de los fallecimientos (World Health Organization, 2017).  En 
este escenario, España no es una excepción, sino que en nuestro país también es la 
primera causa de muerte, incluso por delante del cáncer y las enfermedades del sistema 
respiratorio, con un total de 116.615 muertes en el año 2019 (INE, 2019) .  
 
La aterosclerosis es una de las mayores contribuyentes a esta alta tasa de mortalidad 
por ECV (Libby et al., 2019). Concretamente, en el año 2019, se registraron un total de 
1.348 muertes por aterosclerosis en España (INE, 2019) . El término aterosclerosis 
proviene del griego, donde athero significa ‘’gachas’’ o ‘’papilla’’, queriendo reflejar la 
apariencia del material lipídico que se encuentra en el núcleo de la placa aterosclerótica 
(o ateroma); y esclerosis, cuyo significado es endurecimiento (Libby et al., 2019). Se 
trata de una enfermedad inflamatoria crónica caracterizada por la acumulación de 
material no celular (ej. lípidos modificados y componentes de la matriz extracelular) y de 
células inflamatorias (tanto innatas como adaptativas) en la capa íntima de las arterias. 
Estas lesiones arterioscleróticas reciben el nombre de placa aterosclerótica o ateroma 
y conducen a un estrechamiento del lumen aórtico (estenosis), incrementando el riesgo 
de padecer enfermedades cardiovasculares asociadas. La acumulación de estas placas 
y su posterior erosión puede conducir a su ruptura, con la consiguiente formación de 
trombos que provocan isquemia en los tejidos dependientes de la arteria ocluida (Figura 
1) (J. J. Badimon et al., 2002). Es importante destacar que esta enfermedad cursa de 
manera asintomática, pudiendo desarrollarse durante décadas. Es sólo en las últimas 
etapas cuando aparecen síntomas o complicaciones tales como infarto de miocardio, 
infarto cerebral o pérdida de función de las extremidades (L. Badimon & Vilahur, 2014). 
 
Esta patología está generalmente asociada a un estilo de vida poco saludable, pudiendo 
prevenirse, en muchos casos, con una aproximación no farmacológica. Se han 
identificado diferentes factores de riesgo en el desarrollo de la aterosclerosis, algunos 
de ellos se resumen en la Tabla 1.  Estos factores no siempre están presentes en todos 
los pacientes, sino que varían en prevalencia y potencia, y en aquellos que sufren 
aterosclerosis en su forma más severa, suelen manifestarse de forma combinada, lo 
que evidencia la naturaleza multifactorial de esta patología, presentando tanto un 
componente genético como ambiental, lo que explica la distinta incidencia en las 




Figura 1. Cronología de la placa aterosclerótica: de la vasculatura normal a la 
ruptura de la placa. Adaptado de (Kahn Center for Cardiac Longevity, s. f.) 
 
Tabla 1. Factores de riesgo en el desarrollo de la aterosclerosis (Glasser et al., 
1996; Nahrendorf & Swirski, 2015). 
 
Factores de riesgo en el desarrollo de la aterosclerosis 
 














1.1.1. Aterogénesis: Etapas de formación de la placa de ateroma 
 
Se conoce por aterogénesis al proceso de formación de la placa de ateroma. 
Tradicionalmente, se ha considerado un trastorno metabólico caracterizado por una 
obstrucción arterial por depósitos de grasa en las paredes de los vasos sanguíneos (R. 
Ross, 1999). Hoy en día, está ampliamente aceptado que la aterogénesis es un proceso 




altamente específicas, con interacciones constantes entre varios mediadores celulares. 
La inflamación está presente en cada paso de la aterogénesis, sin embargo, la relación 
causa-efecto aún no se comprende bien (Libby et al., 2019). No obstante, la evidencia 
científica que asocia un proceso inflamatorio con la aterogénesis es hoy en día 
indudable. Tanto la respuesta inmunitaria innata como la adaptativa participan en este 
proceso (Libby et al., 2019).  
 
1.1.1.1. Inicio del proceso: disfunción endotelial 
 
El endotelio vascular consiste en una monocapa de células endoteliales que reviste la 
pared luminal de los vasos sanguíneos, proporcionando una interfaz entre la sangre y 
la íntima arterial. Desempeña un papel importante en la homeostasis vascular: en la 
regulación del tono, de la estructura y de la permeabilidad vascular así como en la 
coagulación (Cho et al., 2018). Una alteración de la fisiología endotelial conduce a un 
estado proinflamatorio y protrombótico del endotelio, conocido como disfunción 
endotelial, una de las primeras etapas de la aterogénesis (Figura 2) (Badimón & 
Martínez-González, 2006; Tabas et al., 2015). La disfunción endotelial se caracteriza 
por una sobreexpresión endotelial de varias citocinas (incluyendo quimiocinas) y 
moléculas de adhesión celular (MACs), responsables de las interacciones leucocito-
endotelio, una etapa crucial para el inicio del proceso aterosclerótico (Weber & Noels, 
2011).   
 
Además, estos cambios en el endotelio cursan con un desbalance de óxido nítrico (NO), 
un vasodilatador endógeno con propiedades protectoras sobre la pared del vaso, debido 
a la reducción de la expresión de óxido nítrico sintasa endotelial y/o debido al aumento 
de la formación de especies reactivas de oxígeno (EROs) (Libby et al., 2019; Vanhoutte 
et al., 2017). El desbalance en la biodisponibilidad del NO favorece el depósito de las 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) plasmáticas en la pared íntima del vaso (Libby 
et al., 2019). El entorno hemodinámico local también afecta las funciones endoteliales. 
De hecho, el transporte de partículas LDL hacia la íntima es promovido en regiones 
donde el flujo sanguíneo es irregular y turbulento debido a un contacto intenso y 
prolongado entre las células endoteliales vasculares y la sangre (Kwak et al., 2014). La 
mayor curvatura del arco aórtico y las zonas de bifurcación de la carótida son regiones 
donde el flujo sanguíneo tiene mayor complejidad geométrica, variando así la magnitud 
y dirección de la fuerza de cizallamiento, siendo propensas a desarrollar disfunción 
endotelial (Tabas et al., 2015).  
 
1.1.1.2. Formación de estrías grasas 
 
Una vez depositadas en la íntima, estas partículas LDL, protegidas de los agentes 
antioxidantes plasmáticos, sufren modificaciones oxidativas (oxLDL, LDL oxidadas). La 
oxidación de las partículas LDL genera un fenotipo proinflamatorio y protrombótico que 
precede al desarrollo del proceso aterosclerótico, creando una respuesta inflamatoria 
innata en la íntima (Weber & Noels, 2011). La sobreexpresión endotelial de diversos 
mediadores inflamatorios y de MACs favorece la infiltración de monocitos hacia la 
íntima, que una vez ahí, maduran y se diferencian a macrófagos. Estas células 




por internalizar estas partículas por endocitosis. Frente a la dificultad de los macrófagos 
para degradar las oxLDL, estas se acumulan en su citoplasma, activando estos 
macrófagos y convirtiéndolos en células espumosas, un sello distintivo de la lesión 
aterosclerótica temprana (Figura 2). Las células espumosas liberan más citocinas, lo 
que conduce al reclutamiento de leucocitos circulantes, principalmente monocitos y 
linfocitos T, en el espacio subendotelial (C. Chen & Khismatullin, 2015; Ley et al., 2011).  
 
Como consecuencia de la acumulación de células inflamatorias en el espacio 
subendotelial, se liberan más citocinas proinflamatorias, EROs y metaloproteasas de 
matriz (MMPs), amplificando el proceso inflamatorio in situ lo que acelera el desarrollo 
de la lesión aterosclerótica. Los ejes quimiocina/receptor son fundamentales en este 
proceso. Los linfocitos T, aunque numéricamente menos abundantes que los 
monocitos/macrófagos, regulan las funciones de las células inmunitarias innatas, así 
como de las células endoteliales y del músculo liso (Libby et al., 2019). La acumulación 
subendotelial de células espumosas y linfocitos T dan lugar a la denominada lesión 
aterosclerótica precoz o estría grasa (Figura 2) (Rafieian-Kopaei et al., 2014).  
 
 
Figura 2. Etapas de formación de la placa de ateroma. Estructura trilaminar de la 
pared arterial normal. La disfunción y activación de las células endoteliales conduce a 
una mayor permeabilidad del endotelio (A). Los monocitos se reclutan en la íntima y se 
transforman en macrófagos y posteriormente en células espumosas debido a la 
acumulación intracelular de lípidos (B). El influjo continuo de células mononucleares, la 
deposición de componentes de la matriz y el reclutamiento de células de músculo liso 
dan lugar a la progresión de las placas ateroscleróticas (C). La apoptosis de los 
macrófagos y otras células de la placa crea un núcleo necrótico y se forma una capa 
fibrosa. El adelgazamiento y la erosión de la capa fibrosa en las placas inestables 
conduce a la ruptura de la placa, con activación del sistema de coagulación y trombosis 
(D). SMCs – células del músculo liso (del inglés Smooth Muscle Cells). Adaptado de 




1.1.1.3. La lesión avanzada: placa fibrosa 
 
Durante la evolución de la placa aterosclerótica, tanto las células de músculo liso 
residentes como las reclutadas, producen moléculas de matriz extracelular como 
colágeno intersticial y elastina, así como proteoglicanos y glucosaminoglicanos que 
contribuyen al engrosamiento de la capa íntima (Insull, 2009; Libby et al., 2019).  
 
La progresión de la estría grasa conduce a la formación de la placa fibrosa. Los 
macrófagos y las células del músculo liso pueden sufrir eventualmente muerte celular 
programada y convertirse en células apoptóticas, lo que, junto con la acumulación de 
lípidos, cristales de colesterol, residuos celulares y de material extracelular en la región 
central de la placa, forma lo que se conoce como núcleo o core necrótico, cuya 
formación se ve favorecida por el estado de inflamación crónica (Figura 2) (Libby et al., 
2019).  La acumulación de desechos necróticos promueve la inflamación, la 
inestabilidad de la placa y la trombosis aguda (Seimon & Tabas, 2009).  
 
Durante su evolución, muchas placas ateroscleróticas desarrollan regiones de 
calcificación, fenómeno que se correlaciona negativamente con la ruptura de la placa, 
ya que la microcalcificación (típicamente de 10 μm de diámetro) se asocia con la 
inestabilidad mecánica de las placas y puede facilitar la ruptura de las mismas (Hansson 
et al., 2015; Libby et al., 2019).  
 
Aquellas placas que presentan un gran core necrótico cubierto por una fina capa fibrosa 
(<60 μm de espesor) son las que tienen una mayor probabilidad de ruptura (de Vries & 
Quax, 2016). Estas lesiones inestables reciben el nombre de ‘’placas vulnerables’’ y en 
ellas se observa un bajo grado de calcificación, además de un aumento en la 
neovascularización. Por el contrario, las placas con una acumulación de lípidos limitada 
y capa fibrosa más gruesa se denominan ‘’placas estables’’ (Libby et al., 2019). A 
medida que progresa la enfermedad, la placa se va haciendo cada vez más fina e 
inestable. La matriz extracelular asociada a la placa de ateroma se va desintegrando 
debido tanto a la degradación de ésta por la acción de las MMPs secretadas por los 
distintos tipos celulares presentes en la lesión, así como al cese en la síntesis de 
colágeno por la apoptosis y senescencia de las células del músculo liso dirigida por los 
procesos inflamatorios (Libby et al., 2019; Ruddy et al., 2016).  
  
Finalmente, la ruptura súbita de la placa vulnerable rica en lípidos expone el contenido 
del interior de la placa a la circulación, permitiendo en primer lugar, la activación de la 
cascada de coagulación y reclutamiento de plaquetas, y la consecuente formación de 
trombos (Figura 2); desencadenado así diversos eventos de riesgo mortal ya 
mencionados, como el infarto de miocardio o el accidente cerebrovascular, al bloquear 
el lumen arterial (L. Badimon & Vilahur, 2014; Libby et al., 2019).  
  
1.2. Inflamación: conceptos generales y relación con la aterosclerosis 
 
La inflamación es la respuesta reparadora inmediata del sistema inmunológico de un 
organismo frente a una alteración de la homeostasis ante el daño causado a sus células 
y tejidos por patógenos bacterianos y/o por cualquier otro agresor de naturaleza 




organismo (L. Chen et al., 2018). La respuesta inflamatoria es un proceso complejo que 
implica la activación coordinada de las vías de señalización que regulan los niveles de 
mediadores inflamatorios en las células tisulares residentes y las células inflamatorias 
reclutadas de la sangre (L. Chen et al., 2018). Tales mediadores, amplifican la respuesta 
inflamatoria e influyen sobre su evolución.  
  
Según la naturaleza de la reacción inflamatoria y la duración de la respuesta, la 
inflamación se puede clasificar en dos tipos: la inflamación aguda y la inflamación 
crónica (Moro-García et al., 2018). El término agudo se refiere a una respuesta 
inmediata y de corta duración (horas a días) en la cual se liberan mediadores 
inflamatorios de defensa del huésped en el sitio de la lesión. Se caracteriza por la 
presencia de alteraciones en el calibre vascular con el consecuente aumento en el flujo 
sanguíneo, cambios estructurales en la microvasculatura que permiten que las proteínas 
plasmáticas y los leucocitos abandonen la circulación, migren y se acumulen en el foco 
de la lesión con su posterior activación para eliminar el agente agresor, además de la 
acumulación de líquidos en la zona afectada, lo que conduce a la sintomatología propia 
de la inflamación: dolor, hinchazón, pérdida de función y ardor (A. C. Ross, 2017). En 
este tipo de inflamación, los leucocitos polimorfonucleares, principalmente los 
neutrófilos, juegan un papel fundamental.  
  
Para impedir la progresión de una inflamación aguda a una inflamación crónica 
persistente, la respuesta inflamatoria debe suprimirse, evitando un daño tisular 
excesivo. Dicha resolución de la inflamación implica mecanismos activos 
antiinflamatorios que, de forma espacial y temporalmente controlada, disminuyen el 
gradiente de quimiocinas (L. Chen et al., 2018). 
  
La inflamación crónica, a diferencia de la inflamación aguda, es una respuesta de 
duración prolongada (semanas a meses o años), desregulada y desadaptativa que 
implica inflamación activa, destrucción tisular e intentos de reparación tisular, es decir 
ocurre al mismo tiempo que la inflamación aguda. Dicha inflamación persistente es una 
patogenia común de muchas afecciones y enfermedades humanas crónicas, incluidas 
enfermedades cardiovasculares e intestinales, diabetes, artritis, cáncer y enfermedades 
autoinmunes (L. Chen et al., 2018).  
  
Como se ha mencionado anteriormente, la inflamación sistémica de bajo grado juega 
un papel clave en la aterogénesis (R. Ross, 1999). Este fenómeno inflamatorio parece 
no resolverse con el curso de la enfermedad y, sostenido en el tiempo, es propicio para 
el desarrollo de aterosclerosis. La inflamación, incluyendo tanto la inmunidad innata 
como la adaptativa, vincula muchos factores de riesgo tradicionales con la función 
alterada de las arterias. En este sentido, las rutas inflamatorias se han convertido en 
dianas en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas y preventivas frente a las 
ECV (Libby, 2012). A nivel celular, los monocitos innatos son uno de los ejes clave que 
conectan la inflamación de bajo grado y el metabolismo lipídico alterado, a través de la 
expresión de mediadores inflamatorios, así como la modulación de la acumulación de 
lípidos intracelulares (Geng et al., 2016). La señalización inflamatoria altera el 
comportamiento de las células intrínsecas de la pared arterial (endotelio y músculo liso) 
y recluta más células inflamatorias que interactúan para promover la formación de 




señales inflamatorias persistentes, pueden desencadenar una tolerancia 
antiinflamatoria compensatoria. Además, se ha observado que la disfunción de un 
regulador negativo puede ser fundamental para el establecimiento de la inflamación no 
resolutiva asociada con la progresión de la aterosclerosis (Geng et al., 2016).   
 
1.2.1. Componentes celulares: Eosinófilos 
 
Como ya se ha comentado anteriormente, en el proceso inflamatorio participan una gran 
variedad de poblaciones celulares, especialmente los leucocitos mononucleares 
(monocitos y linfocitos) y leucocitos polimorfonucleares donde encontramos los 
eosinófilos, la población leucocitaria de interés en este estudio. Se conoce el papel de 
varias poblaciones celulares en el proceso aterosclerótico, pero todavía no se ha 
estudiado en profundidad el papel de los eosinófilos en esta enfermedad.  
  
Los eosinófilos son células del sistema inmunológico y pertenecen, junto con los 
neutrófilos y los basófilos, al grupo de los granulocitos por poseer gránulos en su 
citoplasma. Este subtipo leucocitario, derivado de la médula ósea, representa menos de 
un 5% de los leucocitos circulantes en sangre periférica. Sin embargo, esta proporción 
se ve aumentada durante las respuestas inmunitarias específicas, entre las que se 
encuentran las respuestas frente a infecciones por parásitos helmintos, y en las 
enfermedades alérgicas, incluidas las formas de asma (Weller & Spencer, 2017). 
Presentan una vida media en sangre relativamente corta (aproximadamente 18h) antes 
de migrar a los tejidos, donde permanecen por varios días (McBrien & Menzies-Gow, 
2017). 
   
Los eosinófilos se desarrollan a partir de células progenitoras de granulocitos CD34+ 
pluripotentes (McBrien & Menzies-Gow, 2017), perteneciendo por tanto a la línea 
mieloide. Esta diferenciación en la médula ósea está principalmente dirigida por el factor 
de estimulación de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF), interleucina (IL)-3 e IL-5 
(Figura 3).  De estas citocinas, la IL-5 promueve exclusivamente el desarrollo y 
diferenciación terminal de eosinófilos en la médula ósea, a diferencia de IL-3 y GM-CSF 
que también estimulan otras líneas celulares además de promover la eosinofilopoyesis 
(Galeana & Yamazaki, 2003).  
  
La amplia variedad de moléculas de superficie y receptores que tienen los eosinófilos le 
permiten responder a multitud de señales ambientales a través de citocinas, quimiocinas 
y mediadores lipídicos y refleja la variedad de funciones que pueden desempeñar en la 
homeostasis inmunitaria. De todos ellos, el receptor heterodimérico de IL-5 (IL-5R) es 
uno de los más relevantes de la población eosinofílica. Su subunidad alfa (IL-5Rα, 
también conocido por CD125) se expresa exclusivamente en eosinófilos (McBrien & 
Menzies-Gow, 2017). 
  
Los eosinófilos también expresan en su superficie Siglec-8 y Siglec-F, según se trate de 
eosinófilos de humanos o de ratones respectivamente, una familia de lectinas de tipo 
inmunoglobulina (Bochner, 2009). Siglec-8, que recibe ese nombre por ser el octavo 
miembro de la familia identificado en ese momento, está presente de forma prominente 
en eosinófilos pero también en otros tipos celulares como mastocitos y, en menor 




la apoptosis (Bochner, 2009). Siglec-F, identificado posteriormente como un parálogo 
funcionalmente convergente del Siglec-8, se expresa predominantemente en eosinófilos 
de ratón, como ya se ha mencionado (Zhang et al., 2004), pero no en mastocitos, 
aunque en su lugar está presente en una gama más amplia de células que incluyen 
macrófagos alveolares y, en niveles muy bajos, en células T y neutrófilos (Bochner, 
2009). En base a estos datos, Siglec-F ha surgido como un marcador distintivo fiable de 




Figura 3. Eosinofilopoyesis y transmigración eosinofílica a los tejidos. (1) El 
eosinófilo maduro es derivado de la célula madre CD34+ pluripotencial por medio de IL-
5 en la médula ósea. (2) La diferenciación y la liberación a la circulación del eosinófilo 
es dirigida por IL-5, IL-3, GM-CSF y eotaxina-1/CCL11. (3) El eosinófilo migra al tejido 
por medio de un gradiente de eotaxina (principalmente eotaxina-1/CCL11). IL-4, 
producida principalmente por células Th2, induce la expresión del receptor CCR3, así 
como la producción de eotaxina-1/CCL11. (4) La supervivencia del eosinófilo está 
mediada por IL-5, IL-3 y GM-CSF. IL – Interleucina; GM-SCF – Factor de estimulación 
de colonias granulocito-macrófago; Th2 – Linfocito T helper 2.  
 
Por otra parte, los eosinófilos también expresan el receptor de quimiocinas CC de tipo 
3 (CCR3) (Grimaldi et al., 1999). El receptor CCR3 puede expresarse de manera 
constitutiva o bien ser inducido por citocinas específicas como IL-4 (Figura 3) (Turner 
et al., 2018). No solo se expresa en eosinófilos sino también en mastocitos, basófilos y 
algunas poblaciones de linfocitos como los T helper 2 (Th2) (Ferguson & Engelhard, 




eosinófilos es significativamente mayor que en otros tipos celulares, contando hasta 
5×104 receptores por célula (Elsner et al., 2004). En eosinófilos y linfocitos Th2, el 
receptor se encuentra en la superficie celular, a diferencia de mastocitos que está 
localizado intracelularmente y es tras su activación cuando se transloca a la superficie 
celular (Forsythe & Befus, 2003; Willems & IJzerman, 2010). Cabe destacar que, al 
contrario de los humanos, los linfocitos Th2 murinos no expresan el receptor CCR3 
(Grimaldi et al., 1999).  
  
Se ha descrito que CCR3 interactúa con varias quimiocinas, principalmente con los tres 
subtipos de eotaxina – eotaxina-1/CCL11, eotaxina-2/CCL24 y eotaxina-3/CCL26 (solo 
presente en humanos) – así como con la proteína quimioatrayente de monocitos-1 
(MCP-1)/CCL2 y Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Presumably 
Secreted (RANTES)/CCL5 (Forsythe & Befus, 2003; Willems & IJzerman, 2010). 
  
1.2.2. Citocinas relevantes para la población eosinofílica 
 
La diferenciación, la trasmigración desde la circulación a los tejidos y la supervivencia 
de eosinófilos está dirigida por citocinas derivadas de células y quimiocinas que facilitan 
la quimiotaxis.  
  
Las citocinas, proteínas de bajo peso molecular con un importante papel señalizador, 
son un grupo de mediadores solubles con múltiples funciones, entre las que destacan 
las siguientes (Fava & Montagnana, 2018; Galeana & Yamazaki, 2003): 
-       Promover el desarrollo y maduración de eosinófilos en la médula ósea. 
-       Liberar eosinófilos maduros de la médula ósea al torrente sanguíneo. 
-       Mantener la viabilidad de eosinófilos. 
-       Inhibir la apoptosis de eosinófilos maduros. 
-       Incrementar respuestas efectoras de eosinófilos. 
 
Entre las citocinas con un papel relevante en la población eosinofílica se destaca la IL-
4, una citocina pleiotrópica multifuncional con capacidad de promover la polarización de 
células T CD4 vírgenes (Th0) a células Th2 y la polarización del fenotipo proinflamatorio 
de los macrófagos M1 al antiinflamatorio M2. Esta citocina, producida no solo por células 
Th2 como también por mastocitos, basófilos y eosinófilos (Nelms et al., 1999), induce la 
expresión de CCR3 en estas poblaciones (Turner et al., 2018). Además, se ha descrito 
que IL-4 participa en la producción de eotaxina-1/CCL11 (Figura 3) (Hattori & Ishihara, 
2020; Lv et al., 2018).   
  
Por su parte, IL-5 destaca por su papel central en la eosinofilopoyesis. Esta interleucina, 
principalmente producida por las células Th2, mastocitos, eosinófilos y basófilos, 
promueve exclusivamente la proliferación de precursores de eosinófilos en la médula 
ósea e incrementa la función y la supervivencia del eosinófilo maduro en la periferia 
(Ikutani et al., 2012; Weller & Spencer, 2017). Aunque son menos específicos que la IL-
5, la IL-3 y GM-CSF también están implicados en activación y supervivencia de los 
eosinófilos tisulares (Olivieri et al., 2020). Asimismo, la IL-5, actuando de forma sinérgica 
con la eotaxina-1/CCL11, es capaz de inducir la liberación rápida al torrente sanguíneo 




agudo de los eosinófilos periféricos (eosinofilia) bajo el control de los linfocitos T (Figura 
3) (Galeana & Yamazaki, 2003). 
 
Las quimiocinas o citocinas quimiotácticas son una familia de proteínas de bajo peso 
molecular que juegan un papel fundamental en la defensa del organismo ya que se 
encargan de dirigir la migración selectiva de determinados leucocitos hacia el foco 
inflamatorio (Willems & IJzerman, 2010; Zernecke & Weber, 2010). Son sintetizadas y 
liberadas por las células del sistema inmunitario durante el proceso de la inflamación y 
constituyen un grupo heterogéneo de citocinas. En comparación con otras citocinas, las 
quimiocinas son de menor tamaño (8-17 kDa) y actúan a través de receptores acoplados 
a proteínas G (Ahmadi et al., 2016; Willems & IJzerman, 2010). 
  
Las quimiocinas se subdividen en cuatro familias según la posición de los dos primeros 
residuos de cisteína: CC, CXC, CX3C y C (Zernecke & Weber, 2010). De todas ellas, las 
quimiocinas de interés en este estudio son una variedad de quimiocinas de tipo CC, 
conocidas como eotaxinas y caracterizadas por la presencia de dos residuos de cisteína 
adyacentes a la posición N-terminal, con propiedades quimioatrayentes selectivas de 
eosinófilos. Se conocen tres miembros de la familia de eotaxinas: eotaxina-1/CCL11, 
eotaxina-2/CCL24, eotaxina-3/CCL26 (Ahmadi et al., 2016). A diferencia de los 
humanos que expresan los tres tipos de eotaxina, los ratones únicamente expresan 
eotaxina-1/CCL11y eotaxina-2/CCL24 (Weller & Spencer, 2017). 
 
Como se ha mencionado anteriormente, las eotaxinas son ligandos de CCR3 y 
señalizan exclusivamente a través de este receptor (Ahmadi et al., 2016). De todos los 
ligandos que interaccionan con CCR3, las eotaxinas son las quimiocinas con mayor 
capacidad quimiotáctica de eosinófilos. Además, son capaces de inducir en eosinófilos 
la polimerización de actina, el flujo intracelular de calcio y su degranulación en el foco 
inflamatorio, liberando radicales libres y moléculas citotóxicas, y promoviendo de esta 
manera una respuesta inflamatoria (Willems & IJzerman, 2010).  
 
Se han encontrado niveles elevados tanto de eotaxina-1/CCL11 como de su receptor 
CCR3 en placas ateroscleróticas humanas (Haley et al., 2000) y se ha descrito que la 
eotaxina-1/CCL11 está implicada en la aterosclerosis, aparentemente independiente de 
su acción sobre los eosinófilos (Williams, 2015). Por otro lado, el papel de los eosinófilos 
en el desarrollo de ECV no está claro: mientras que se ha descrito que esta población 
leucocitaria contribuye a la formación de placa aterosclerótica (Marx et al., 2019) 
también se ha descubierto que la población eosinofílica ejerce un papel protector frente 












La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica y la principal base patológica 
de las enfermedades cardiovasculares (Cheng et al., 2019). Como enfermedad 
inflamatoria, se ha estudiado bien el papel que juegan varias poblaciones leucocitarias 
en el proceso aterosclerótico, pero todavía no se ha profundizado en la implicación de 
los eosinófilos en esta enfermedad. Dado que la literatura indica que este subtipo 
leucocitario rara vez está presente en la lesión aterosclerótica, pero CCR3 y eotaxina-
1/CCL11 sí (Haley et al., 2000), receptor presente en la superficie de eosinófilos y su 
principal citocina quimioatrayente (Ahmadi et al., 2016), se pretende aclarar el papel de 
los eosinófilos en este proceso patológico.  
 
Para ello, el presente trabajo tiene por objetivo estudiar la infiltración eosinofílica en la 
lesión aterosclerótica inducida por una dieta hipercolesterolémica en ratones deficientes 
en la apolipoproteína E (apoE−/−, modelo animal de aterosclerosis), así como la 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
  
3.1. Modelo animal de aterosclerosis 
 
Los protocolos experimentales realizados con animales se ajustaron a las directrices de 
la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicados por el National 
Insitutes of Health (Estados Unidos) y aprobado por el Comité de Ética Institucional de 
Experimentación Animal de la Universidad de Valencia (España). 
  
Ratones macho de dos meses de edad deficientes en la apolipoproteína E (apoE−/−) 
C57BL/6J fueron empleados, los cuales fueron suministrados por Charles River 
(España).  
 
Los animales fueron criados y mantenidos en condiciones específicas libres de 
patógenos y alimentados con dieta y agua autoclavada, a una humedad del 60-65% y a 
una temperatura constante de 22 ± 2ºC con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. 
  
Los ratones macho apoE−/− de dos meses de edad fueron divididos en dos grupos y 
alimentados durante ocho semanas adicionales. Un grupo recibió una dieta control 
(2,8% de grasa; Panlab, S.L. – Harvard Apparatus, Barcelona, Spain) y otro una dieta 
aterogénica rica en grasa (10,8% de grasa, con un porcentaje de colesterol del 0,75%, 
S4892-E010; Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Alemania) para acelerar el desarrollo 
de aterosclerosis. 
  
3.2. Cuantificación de la lesión aterosclerótica 
 
Una vez transcurridos los dos meses de dieta, los ratones fueron sacrificados por 
sobredosis de anestesia mediante una inyección intraperitoneal de una mezcla de 
clorhidrato de medetomidina (1 mg/mL; Orion Corporation, Espoo, Finlandia) y ketamina 
(50 mg/mL; Orion Corporation), y fueron abiertos ventralmente para acceder a los 
órganos internos. Los ventrículos cardíacos izquierdos se perfundieron con 10 mL de 
tampón fosfato salino (PBS). 
 
Las aortas fueron aisladas y lavadas con PBS in situ, y se fijaron con paraformaldehído 
(PFA) al 4% (PanReac AppliChem GmbH, Barcelona, España) durante toda la noche a 
una temperatura de 4ºC. Al día siguiente, las aortas extraídas se tiñeron con Oil Red-O 
(0,2% Oil-Red-O en 78% de metanol; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) siguiendo un 
protocolo anteriormente descrito (Avogaro & de Kreutzenberg, 2005; Landmesser, 
2004). Finalmente, las imágenes fueron capturadas (microscopio invertido Axio 
Observer A1; ZEISS International, Oberkochen, Alemania), digitalizadas y analizadas 
(software ImageJ, versión gratuita de Windows; NIH, Bethesda, MD). 
  
3.3. Análisis histológico de las válvulas sigmoideas aórticas 
 
Para la realización de los estudios histológicos en las válvulas sigmoideas aórticas, se 
extrajeron los corazones de ratones, se lavaron con PBS, se fijaron con PFA al 4% 
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(PanReac AppliChem GmbH, Barcelona, España) durante toda la noche a 4ºC y 
finalmente se embebieron en parafina para el posterior seccionamiento y análisis 
(Escudero et al., 2015).  
  
Sobre las muestras incluidas en parafina se realizaron cortes histológicos para estudios 
posteriores empleando un microtomo (Leica RM2245; Leica Biosystems, Wetzlar, 
Germany). El grosor de los cortes de la sección del seno aórtico fue establecido a 5 μm 
y se montaron en portaobjetos de microscopio Superfrost® plus (Thermo Fisher 
Scientific, Walthman, MA). Por cada ratón, se examinaron al menos 20 portaobjetos, 
que contenían aproximadamente cuatro secciones transversales de tejido (número 
medio de secciones por ratón = 80 ± 5). Los cortes histológicos obtenidos se secaron a 
37ºC durante toda la noche y posteriormente se seleccionó el área de interés mediante 
un microscopio digital (Leica DMD108; Leica Biosystems) con un objetivo 4x. 
  
3.3.1. Tinción hematoxilina/eosina 
 
La cuantificación del tamaño de la lesión aterosclerótica se llevó a cabo mediante una 
tinción de hematoxilina/eosina de los cortes de la sección del seno aórtico. 
 
Las muestras se hidrataron y se sumergieron en hematoxilina de Harris previamente 
filtrada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se lavaron continuamente en agua corriente. A 
continuación, se sumergieron rápidamente en una solución de diferenciación (0,25 mL 
de ácido clorhídrico concentrado en 100 mL de etanol al 70%) seguido de un lavado 
continuo en agua corriente. Posteriormente, se sumergieron los portaobjetos con las 
muestras de tejido en etanol al 95% y luego en eosina (Sigma-Aldrich) diluida 1:1 en 
etanol al 95%. Se realizó otro lavado constante en agua y, finalmente, se deshidrataron 
las muestras en una serie de baños de etanol de concentraciones crecientes, acabando 
con un baño final de xileno. La tinción se completó con el montaje de los cubreobjetos 
en los portaobjetos con la ayuda de medios de montaje de base sintética Bio-Mount para 
histología y citología (Bio-Optica, Milán, Italia). 
 
Finalmente, las imágenes fueron capturadas mediante un microscopio digital (Leica 
DMD108; Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania), digitalizadas y analizadas (software 
ImageJ, versión gratuita de Windows; NIH, Bethesda, MD). 
  
3.3.2. Determinación de la infiltración eosinofílica en válvulas sigmoideas 
aórticas por inmunofluorescencia 
 
La determinación de la infiltración eosinofílica en válvulas sigmoideas aórticas se realizó 
mediante ensayo de inmunofluorescencia. Tras la desparafinación y la 
desenmascaración del antígeno mediante calor, se redujeron las interacciones no 
específicas con una solución de bloqueo (5% de suero de caballo en PBS, Abcam, 
Cambridge, UK) durante 1 hora. Posteriormente, los cortes histológicos se incubaron 
durante 24 h con dos anticuerpos primarios: un anticuerpo monoclonal (mAb) de rata 
frente a ratón anti-SiglecF (dilución 1:20, BD Biosciences, San José, CA) y un anticuerpo 
policlonal de cabra frente a ratón anti-CCR3 (dilución 1:200, Abcam). Se detectó el 
marcaje específico con anticuerpos secundarios anti-IgG de gallina frente a rata 
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conjugado a Alexa Fluor 488 (dilución 1:2000, Life Technologies, Carlsbad, CA) y anti-
IgG de gallina frente a cabra Alexa Fluor 594 (dilución 1:500, Life Technologies). Los 
núcleos celulares se contratiñeron con Hoechst (dilución 1:4000, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO). Tras ello, se llevó a cabo el montaje con el reactivo SlowFade® Gold 
antifade reagent (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Para 
confirmar la especificidad de todos los anticuerpos, se utilizaron unos isotipos control 
coincidentes en concentración y especie (Life Technologies) como controles negativos. 
 
Finalmente, se tomaron fotografías de distintos campos de cada sección del seno 
aórtico mediante la cámara digital Olympus CAMEDIA-C5060 acoplada a un 
microscopio invertido (Axio Observer A1; ZEISS International, Oberkochen, Alemania) y 
fueron digitalizadas y analizadas (software ImageJ, versión gratuita de Windows; NIH, 
Bethesda, MD). Las imágenes fueron tomadas con el modo secuencial para evitar las 
interferencias procedentes de la fluorescencia solapante.  
 
3.4. Estudio de citometría de flujo 
 
Se empleó sangre completa heparinizada y médula ósea para realizar los análisis de 
citometría de flujo. Para la obtención de la médula ósea, primeramente, se aisló el fémur 
y se limpió cuidadosamente para retirar los tejidos restantes. La médula ósea se obtuvo 
realizando un corte en un lado del fémur con ayuda de bisturí seguido de una 
centrifugación a 6.000 rpm durante 1 min. Finalmente, se resuspendió en PBS y se 
conservó a 4ºC hasta su posterior uso. 
 
Para llevar a cabo el análisis inmunofenotípico se utilizó un total de 10 μL de muestra, 
tanto de sangre como de médula ósea. Se añadieron, a las muestras, cantidades 
saturantes de mAbs conjugados con fluorocromo junto con 50 μL de tampón de tinción 
(BD Biosciences, San José, CA). Todas las muestras fueron agitadas suavemente e 
incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente, 
se adicionó tampón de lisis 1x (eBioscience ™ 10X RBC Lysis Buffer, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA) a cada tubo para lisar los eritrocitos. Posteriormente, todas las 
muestras fueron procesadas en un citómetro de flujo BD LSRFortessa™ X-20 (BD 
Biosciences). 
 
Se emplearon anticuerpos marcados con fluorocromos frente a diferentes marcadores 
de superficie para identificar los diferentes subtipos de leucocitos. Las muestras se 
incubaron con un mAb conjugado con violeta brillante (BV) 510 frente a CD45 de ratón 
(1,25 μL, clon 30-F11, IgG2b,κ, BD Biosciences) para detectar leucocitos (CD45+). Para 
eosinófilos (CD45+ Ly6G− CD125+ SiglecF+), un mAb conjugado con ultravioleta brillante 
(BUV) 395 frente a Ly6G de ratón (1,25 µL, clon 1A8, IgG2a,κ, BD Biosciences), un mAb 
conjugado con PE-Cy7 frente a CD125 de ratón (5 µL, clon DIH37, IgG2a,κ, BioLegend, 
San Diego, CA) y un mAb conjugado con BV421 frente a SiglecF de ratón (5 µL, clon 
E50-2440, IgG2a,κ, BD Biosciences). Para progenitores de mastocitos (CD45+ CD49d− 
FcεRIα+ CD117+) y basófilos (CD45+ CD49d− FcεRIα+ CD117−), un mAb conjugado con 
BV605 frente a CD49d de ratón (1,25 μL, clon 9C10 (MFR4.B), IgG2a,κ, BD 
Biosciences), un mAb conjugado con PE frente a FcεRIα de ratón (2,5 µL, clon MAR-1, 
IgG, BioLegend) y un mAb conjugado con un BV421 frente a CD117 de ratón (2,5 µL, 
clon 2B8, IgG2b,κ, BD Biosciences). 
MATERIAL Y MÉTODOS 
15 
 
Por último, para determinar la expresión de CCR3 en las diferentes poblaciones 
celulares estudiadas, se incubaron las muestras de sangre y de médula ósea con 
cantidades saturantes de un mAb conjugado con APC frente a CCR3 de ratón (5 μl, clon 
J073E5, IgG2a,κ, BioLegend). Las estrategias de gating usadas se ilustran en las 



















Figura 5. Estrategia de gating usada para la selección de basófilos y progenitores 
de mastocitos murinos en sangre y en médula ósea. Los basofilos murinos se 
seleccionaron como población CD45+ CD49d− FcεRIα+ CD117−, mientras que los 
progenitores de mastocitos se seleccionaron como población CD45+ CD49d− FcεRIα+ 
CD117+, tanto en sangre (A) como en médula ósea (B). 
Figura 4. Estrategia de gating usada para la selección de leucocitos y eosinófilos 
murinos en sangre y en médula ósea. Los leucocitos murinos se seleccionaron como 
población CD45+, mientras que los eosinófilos se seleccionaron como población CD45+ 
Ly6G− CD125+ SiglecF+, tanto en sangre (A) como en médula ósea (B). 
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3.5. Cuantificación de los niveles plasmáticos de IL-4, IL-5, eotaxina-
1/CCL11 y eotaxina-2/CCL24. 
 
En el momento del sacrificio, se extrajo sangre heparinizada a los ratones en estudio y 
se centrifugó para la obtención de plasma. Las muestras de plasma se almacenaron a 
-80ºC hasta su posterior uso. Los niveles solubles de IL-4, IL-5, eotaxina-1/CCL11 y 
eotaxina-2 /CCL24 en plasma se cuantificaron utilizando kits de ELISA comerciales y 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Mouse DuoSet® ELISA; R&D Systems, Inc., 
Minneapolis, MN). Los resultados se expresaron en pg/mL de citocina soluble en 
plasma.  
 
3.6. Análisis estadístico 
 
Todos los resultados se analizaron utilizando el software GraphPad Prism versión 6.0 
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) y los valores se expresaron como puntos de 
datos individuales, porcentajes o media ± error estándar de la media (EEM) cuando 
corresponde. Para la determinación de diferencias entre los dos grupos experimentales 
se utilizó la prueba t de Student para datos no apareados en aquellos datos que 
aprobaron tanto la normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) como la igualdad de 
varianza (prueba de Levene), según corresponda; de lo contrario, se realizó una prueba 
U de Mann Whitney no paramétrica. Los datos fueron considerados estadísticamente 




















4.1. La administración de una dieta rica en grasas durante dos meses a 
ratones apoE−/− indujo el desarrollo de ateroma en el arco aórtico y la 
aorta torácica 
 
La determinación de la lesión aterosclerótica, a nivel macroscópico mediante la tinción 
Oil-Red-O de aortas extraídas de ratones apoE−/−, mostró un incremento significativo de 
las placas de ateroma en aquellos ratones sometidos a una dieta rica en grasas durante 
dos meses (Figura 6A).  
 
Los valores de área de ateroma ascendieron aproximadamente a un 19% en el arco 
aórtico (Figura 6B) y a un 3% en la aorta torácica (Figura 6C). Estos valores sugieren 
que la dieta aterogénica promueve la formación de placa de ateroma, la cual se 
desarrolla predominantemente en el arco aórtico. 
 
 
Figura 6. La administración de una dieta hipercolesterolémica durante dos meses 
a ratones apoE−/− incrementó la formación de placa de ateroma en el arco aórtico 
y la aorta torácica. Se muestran imágenes representativas de aortas teñidas con tinción 
Oil-Red-O (A). Las áreas de ateroma se han calculado en el arco aórtico (B) y aorta 
torácica (C). Los resultados se presentan como media ± EEM de n=15 animales por 





4.2. El grado de lesión aterosclerótica en las válvulas sigmoideas aórticas 
aumentó en ratones apoE−/−sometidos a dieta aterogénica durante dos 
meses  
 
Para estudiar la lesión a nivel microscópico se realizó una tinción hematoxilina/eosina 
sobre cortes transversales del seno aórtico del corazón (Figura 7A). El cociente 
íntima/media indica el grado de lesión presente en cada grupo (Figura 7B). El análisis 
de dicho cociente revela que en aquellos ratones apoE−/− sometidos a una dieta control, 
el área de la íntima es menor que la media, mientras que en ratones sometidos a dieta 
hipercolesterolémica la superficie de la íntima es significativamente mayor, alcanzando 
un ratio íntima/media superior a 1 en la mayoría de los casos, indicando que en estos 
ratones existe mayor grado de lesión aterosclerótica. Además, se midió el área de la 
lesión, resultando ésta significativamente mayor en los ratones sometidos a dieta 
aterogénica frente aquellos con dieta control (Figura 7C). 
 
 
Figura 7. La administración de una dieta aterogénica durante dos meses a ratones 
apoE−/− incrementó la lesión aterosclerótica en el seno aórtico. Se muestran 




hematoxilina/eosina en los distintos grupos experimentales. Las líneas discontinuas 
delimitan la lesión aterosclerótica (A). Cociente íntima/media (B) y área de la lesión (C). 
Los resultados se presentan como media ± EEM de n=8 animales por grupo. **P<0,01 
relativo a los valores del grupo sometido a una dieta control. 
 
4.3. El porcentaje de leucocitos CCR3+ y eosinófilos circulantes aumentó en 
los ratones apoE−/− sometidos a una dieta aterogénica 
 
Se realizó un extenso estudio inmunofenotípico mediante citometría de flujo a partir de 
muestras de sangre y médula ósea (Figura 8). El análisis en sangre reveló un claro 
aumento de leucocitos circulantes que expresan CCR3 en ratones apoE−/− alimentados 
con una dieta aterogénica con respecto al grupo control (Figura 8A). Dado que el 
porcentaje de leucocitos CCR3+ se ve aumentado, y que los eosinófilos, basófilos y 
progenitores de mastocitos son las principales poblaciones murinas que expresan este 
receptor, se determinó el porcentaje de cada población celular en ambos grupos 
experimentales.  
 
De toda la población leucocitaria CCR3+, se observó un incremento significativo en los 
niveles circulantes de eosinófilos en el grupo sometido a una dieta aterogénica (Figura 
8B), mientras que no se observaron diferencias en el porcentaje de basófilos entre los 
grupos (Figura 8C). 
 
Lo mismo sucedió al estudiar la médula ósea, observándose un mayor número de 
leucocitos CCR3+ (Figura 8D), debido a un mayor número de eosinófilos (Figura 8E) 
en aquellos ratones sometidos a una dieta aterogénica durante dos meses, sin observar 











































































































































































































































































































































































































































4.4. Los niveles plasmáticos de eotaxina-1/CCL11 aumentaron en ratones 
apoE−/− alimentados con dieta aterogénica. 
 
Los niveles plasmáticos de citocinas relevantes en la eosinofilopoyesis, transmigración 
y quimiotaxis de eosinófilos (IL-4, IL-5, eotaxina-1/CCL11 y eotaxina-2/CCL24) se 
determinaron mediante ELISA en los distintos grupos experimentales (Figura 9). 
Mientras que no se observaron diferencias en los niveles plasmáticos de IL-4 e IL-5 
(Figuras 9A y B), se detectó un incremento significativo de los niveles circulantes de 
eotaxina-1/CCL11 (Figura 9C), así como una disminución en los niveles de eotaxina-
2/CCL24 (Figura 9D) en los ratones sometidos a una dieta aterogénica frente a ratones 
control. 
 
Figura 8. Los ratones apoE−/− sometidos a dieta aterogénica durante dos meses 
mostraron un incremento en los niveles de leucocitos CCR3+ y eosinófilos, tanto 
en sangre como en médula ósea. Las muestras de sangre y de médula ósea se tiñeron 
con marcadores específicos para leucocitos CCR3+ (A y D), eosinófilos (B y E), basófilos 
(C y F) así como para progenitores de mastocitos (G), y se analizaron mediante 
citometría de flujo. Los resultados están expresados en porcentaje de células positivas, 
y los valores se presentan como media ± EEM de n=9 animales por grupo. *P<0,05 y 




Figura 9. Los niveles circulantes de eotaxina-1/CCL11 se incrementaron en los 
ratones apoE−/− sometidos a una dieta aterogénica. Los niveles plasmáticos (pg/mL) 
de IL-4 (A), IL-5 (B), eotaxina-1/CCL11 (C) y eotaxina-2/CCL24 (D) fueron determinados 
mediante ELISA. Los resultados se presentan como media ± EEM de n=7-8 animales 
por grupo. *P<0,05 relativo a los valores del grupo sometido a una dieta control.  
 
4.5. El número de eosinófilos infiltrados en las válvulas sigmoideas 
aumentó significativamente en ratones apoE−/− tras dos meses con dieta 
aterogénica.  
 
Dado el aumento del número de eosinófilos circulantes y de los niveles de eotaxina-
1/CCL11 en los ratones sometidos a una dieta aterogénica frente al grupo control, se 
evaluó mediante inmunofluorescencia la infiltración eosinofílica en el seno aórtico en los 
ratones de ambos grupos (Figura 10A).  
 
Tras realizar un contaje de las células Siglec-F+ CCR3+, se observó un aumento 
significativo de la infiltración eosinofílica en el seno aórtico de los ratones alimentados 




Figura 10. Los ratones apoE−/− alimentados con dieta aterogénica presentan mayor 
número de eosinófilos infiltrados en el seno aórtico. Se muestran imágenes 
representativas del ensayo de inmunofluorescencia (A). El color verde (Alexa Fluor 488) 




(Alexa Fluor 594) indica presencia del marcador CCR3, y el color azul los núcleos 
(Hoechst). La sobreposición de las tres fluorescencias proporciona un color amarillo, 
indicando específicamente la presencia de eosinófilos. Número de eosinófilos infiltrados 
en el seno aórtico por mm2 (células Siglec-F+ CCR3+) (B). Los resultados están 
expresados como número de células Siglec-F+ CCR3+ por mm2, y los valores se 
presentan como media ± EEM de cada animal (n= 8). *P< 0,05 relativo a los valores del 














5. DISCUSIÓN  
 
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica y la causa subyacente de 
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y muerte cardíaca súbita. En conjunto, 
estas enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte en el 
mundo (Tabas et al., 2015). Se sabe que esta patología está asociada a un estado de 
inflamación sistémica de bajo grado (R. Ross, 1999) y como tal, se ha estudiado la 
implicación de varias poblaciones leucocitarias en la aterosclerosis, pero hasta el 
momento, no existen estudios que caractericen de manera exhaustiva el papel de los 
eosinófilos y el eje CCR3/CCL11, receptor presente en la superficie de eosinófilos y su 
principal citocina quimioatrayente (Ahmadi et al., 2016), en esta patología.  
 
En el presente trabajo se llevó cabo el estudio de la infiltración de eosinófilos en la lesión 
aterosclerótica en un modelo animal de aterosclerosis. Para ello, se emplearon ratones 
deficientes en la apolipoproteína E (apoE−/−) de dos meses de edad, sometidos o no a 
una dieta hipercolesterolémica durante dos meses adicionales. Este modelo murino 
surge de la necesidad del estudio de las ECV y aparece ya en la década de los 90 con 
la ayuda de la ingeniería genética a través de la inactivación de la apoE por 
recombinación homóloga (Lo Sasso et al., 2016). Desde su desarrollo, el ratón apoE−/− 
constituye el modelo más utilizado para el estudio preclínico de los mecanismos 
moleculares implicados en el inicio y el progreso de las lesiones ateroscleróticas, ya que 
desarrolla espontáneamente complejas placas de ateroma muy similares a las 
observadas en humanos; proceso que puede verse acelerado al someterlos a una dieta 
hipercolesterolémica (Collado et al., 2015) 
 
Previamente a la realización del estudio de la población leucocitaria de interés, se 
procedió a la cuantificación de la lesión aterosclerótica desarrollada en ambos grupos 
experimentales para validar el modelo animal utilizado como modelo animal de 
aterosclerosis. En primer lugar, el estudio de la lesión macroscópica mediante la tinción 
Oil-Red-O realizada sobre las aortas evidenció que el grado de aterosclerosis es 
significativamente mayor en aquellos ratones con dieta hipercolesterolémica que en los 
ratones sometidos a una dieta control. Así mismo, se observó que el área de la lesión 
en el arco aórtico era mayor que en la aorta torácica, confirmando que las placas de 
ateroma se desarrollan predominantemente en zonas donde el flujo sanguíneo es 
irregular y turbulento como sucede en la mayor curvatura de la aorta. Esta propensión 
por la formación de placa de ateroma en zonas de curvatura arterial se debe a cambios 
en el flujo local que, a su vez, favorecen el desarrollo de disfunción endotelial, una de 
las primeras etapas de la aterogénesis (Badimón & Martínez-González, 2006; Tabas 
et al., 2015). 
 
En esa línea, también se observó, a nivel microscópico, un aumento significativo de la 
lesión aterosclerótica en el seno aórtico de ratones alimentados con dieta aterogénica 
frente al grupo control. Estos resultados coinciden con estudios realizados 
anteriormente en este contexto (Li et al., 2016). De hecho, está ampliamente aceptado 
que la lesión aterosclerótica se ve agravada por una dieta rica en grasas, si bien otros 
factores como el consumo activo de alcohol puede afectar negativamente al grado de 




Una vez confirmado que la dieta aterogénica en ratones apoE−/− promueve el desarrollo 
de la enfermedad aterosclerótica, y dado que se han descrito niveles elevados tanto de 
eotaxina-1/CCL11 como de su receptor CCR3 en placas ateroscleróticas humanas 
(Haley et al., 2000), se procedió al estudio de la expresión del eje CCR3/CCL11 en este 
modelo animal.  
 
Para ello, se llevó a cabo un estudio inmunofenotípico mediante citometría de flujo a 
partir de muestras de sangre y médula ósea. Los resultados indicaron un claro aumento 
de leucocitos CCR3+ en ratones apoE−/− alimentados con una dieta aterogénica con 
respecto al grupo control. Está ampliamente descrito que el receptor CCR3 es 
responsable del tráfico de eosinófilos a tejidos, tanto en condiciones fisiológicas como 
patológicas (Daugherty et al., 1996). De hecho, se ha confirmado por citometría de flujo 
que el aumento de la expresión de este receptor se debe, en realidad, a un aumento del 
número de eosinófilos circulantes, población leucocitaria que expresa constitutivamente 
el receptor CCR3 (Grimaldi et al., 1999), producida en la médula ósea.   
 
Los mastocitos son células de tejido residentes que, cuando se activan, expresan el 
receptor CCR3 (Price et al., 2003). En condiciones normales, no circulan por el torrente 
sanguíneo, por lo que no pueden ser directamente determinadas, pero si lo hacen los 
progenitores de mastocitos, que también expresan el receptor CCR3 (Li et al., 2001)  y 
migran rápidamente a los tejidos donde se diferencian en mastocitos bajo la influencia 
de varias citocinas (Krystel-Whittemore et al., 2016). Dada la baja permanencia de los 
mastocitos progenitores en circulación, los niveles de esta población en sangre no 
fueron determinados. En este sentido, no se observaron diferencias en el porcentaje de 
mastocitos progenitores en médula ósea entre los grupos experimentales. Los basófilos 
también expresan en gran medida el receptor CCR3 (Forsythe & Befus, 2003), sin 
embargo, el porcentaje de basófilos tampoco se vio afectado por la dieta aterogénica.  
 
De este modo, de todos los leucocitos CCR3+, los eosinófilos parecen ser los 
responsables del aumento de la expresión CCR3 en leucocitos detectado, ya que no se 
han observado diferencias en el porcentaje basófilos o de progenitores de mastocitos 
entre los grupos experimentales, y los linfocitos Th2 murinos no expresan el receptor 
CCR3, al contrario de los humanos (Grimaldi et al., 1999). 
 
Dado el aumento del número de eosinófilos circulantes detectado, se midieron los 
niveles plasmáticos de distintas citocinas directamente relacionadas con la 
eosinofilopoyesis, transmigración y quimiotaxis de eosinófilos. Mientras que no se 
detectaron diferencias en los niveles plasmáticos de IL-4 e IL-5 – citocinas involucradas 
en diversas fases de la eosinofilopoyesis (Olivieri et al., 2020; Weller & Spencer, 2017), 
así como en la inducción de CCR3 y producción de eotaxina-1/CCL11 (Hattori & 
Ishihara, 2020; Turner et al., 2018)– un claro aumento en los niveles de eotaxina-
1/CCL11, así como una disminución en los niveles de eotaxina-2/CCL24 fue observado 
en los ratones sometidos a una dieta aterogénica frente al grupo control, ambas 








La expresión de IL-5R es uno de los pasos terminales en la eosinofilopoyesis y modula 
los niveles de estas células en sangre, por lo que la eosinofilia suele estar acompañada 
de una sobreexpresión de IL-5 (Olivieri et al., 2020). Sin embargo, a la vista de los 
resultados, el aumento observado en el número de eosinófilos no coincide  con un 
aumento en los niveles circulantes de IL-5, citocina clave en la maduración de 
eosinófilos a partir de progenitores en la médula ósea, así como en la supervivencia y 
función de esta célula inmune (Weller & Spencer, 2017). Nuestros resultados coinciden 
con los resultados del grupo de Marx et al. (2019), en los que tampoco encontraron un 
aumento en los niveles de esta interleucina.  
  
La migración de los eosinófilos hacia los tejidos puede ser inducida por una gran 
variedad de quimiocinas, entre las que se encuentran eotaxina-1/CCL11 y eotaxina-
2/CCL24, siendo la primera la quimiocina más potente implicada en el reclutamiento de 
este subtipo leucocitario (Willetts et al., 2014). En un estudio exhaustivo, llevado a cabo 
por el grupo, sobre el estado inflamatorio en el síndrome metabólico – desorden 
metabólico frecuentemente asociado a aterosclerosis (Aboonabi et al., 2019) – también 
se han detectado niveles reducidos de eotaxina-2/CCL24 en pacientes con este 
desorden metabólico cuando comparado con voluntarios sanos (Marques et al., 2019). 
De igual modo, estudios previos y no publicados de nuestro grupo, detectaron que los 
pacientes con hipercolesterolemia familiar presentaban niveles más altos de eotaxina-
1/CCL11 y -3/CCL26 que los detectados en voluntarios sanos, pero no se vieron 
diferencias en los niveles de eotaxina-2/CCL24. Estos datos son similares a los hallados 
en nuestro modelo animal cuando es sometido a una dieta hipercolesterolémica, 
apoyando así la traslacionalidad de nuestro modelo al detectar niveles plasmáticos más 
altos de eotaxina-1/CCL11.  
 
La eotaxina-1/CCL11 se ha encontrado altamente expresada en zonas con patología 
vascular, incluidas las placas ateroscleróticas; de hecho, evidencias crecientes apoyan 
su participación en la aterosclerosis, aparentemente independientemente de los 
eosinófilos (Emanuele et al., 2006; Williams, 2015). Dado que los niveles circulantes de 
esta quimiocina parecen reflejar la extensión de la aterosclerosis, la eotaxina-1/CCL11 
podría ser utilizada como un biomarcador de esta enfermedad. No obstante, los datos 
sobre la relación entre los niveles circulantes de eotaxina y la aterosclerosis son todavía 
escasos y contradictorios (Mosedale et al., 2005).  
 
La eotaxina-1/CCL11 es producida principalmente por células epiteliales, células 
endoteliales y fibroblastos bajo el control de diversas citocinas, como IL-4, IL-9, IL-13 e 
IL-17 (Hattori & Ishihara, 2020). Diversas fuentes indican que la señalización de IL-4/IL-
13 induce la producción de eotaxina-1/CCL11, contribuyendo a la eosinofilia. Además, 
IL-4 induce la expresión de CCR3 en eosinófilos, receptor a través del cual señalizan 
las diferentes eotaxinas para promover la quimiotaxis (Turner et al., 2018). Sin embargo, 
en base a los resultados obtenidos en este trabajo, IL-4 parece no estar implicada en el 
incremento en los niveles de eotaxina-1/CCL11 observado en nuestro modelo animal, 
al no coincidir con un aumento de esta citocina. El incremento en la producción de 
eotaxina-1/CCL11 podría ser inducido por otros mediadores no considerados en el 
estudio, como la IL-13, que como se ha mencionado anteriormente, también interviene 





Debido a la expresión aumentada del eje CCR3/CCL11 en la circulación y médula ósea 
de los ratones apoE−/− sometidos a dieta aterogénica frente al grupo control, se realizó 
la determinación del número de eosinófilos infiltrados en las válvulas cardíacas por un 
ensayo de inmunofluorescencia en cortes transversales de corazón de los animales en 
estudio. El análisis histológico reveló un incremento significativo de la infiltración 
eosinofílica en las válvulas cardiacas de ratones sometidos a una dieta aterogénica 
frente a los sometidos a una dieta control. Este aumento en el número de eosinófilos 
coincide con un aumento en los niveles circulantes de eotaxina-1/CCL11, como se ha 
descrito anteriormente, quimiocina específica de eosinófilos que podría ser la 
responsable de la infiltración de esta población leucocitaria en las válvulas sigmoideas 
aórticas. Aunque a día de hoy no hay datos que indiquen su implicación directa en la 
infiltración de eosinófilos en las válvulas sigmoideas de la aorta, se sabe que este 
subtipo leucocitario migra a los pulmones, así como a una gran variedad de tejidos, a 
través de un gradiente quimiotáctico de eotaxina-1/CCL11 (Lv et al., 2018; Weller & 
Spencer, 2017).  
 
Los eosinófilos se han considerado durante mucho tiempo células efectoras con una 
función protectora contra las infecciones parasitarias. Sin embargo, también están 
asociados con numerosas enfermedades inflamatorias. De hecho, se ha descrito que 
este subtipo leucocitario interacciona con las plaquetas, facilitando la adhesión 
plaquetaria y promoviendo la formación de la placa aterosclerótica y la trombosis (Marx 
et al., 2019). No obstante, recientemente se ha descubierto que esta población tiene un 
papel beneficioso en el desarrollo de aneurisma aórtico abdominal (Liu et al., 2021). Así 
mismo, se ha visto que la cooperación entre adipocitos y eosinófilos promueve la 
homeostasis metabólica al apoyar la infiltración eosinofílica en el tejido adiposo y 
mantener el microambiente para la maduración de los adipocitos (Lee et al., 2018). Sin 
embargo, hasta la fecha, no se puede lograr una conclusión clara a partir de estos 
resultados y, por tanto, se requieren estudios adicionales para averiguar el verdadero 
papel de los eosinófilos en la aterosclerosis, así como el papel del eje CCR3/CCL11 en 













A continuación, se presentan las principales conclusiones extraídas del presente 
estudio: 
 
1. La formación de placas de ateroma en ratones apoE−/− se ve acelerada por la 
administración de una dieta aterogénica durante dos meses. Además, estas 
complejas placas ateroscleróticas tienden a desarrollarse en el arco aórtico, una 
zona de flujo irregular y propicia al desarrollo de disfunción endotelial. 
  
2. El aumento detectado en los niveles de leucocitos que expresan CCR3, en 
ratones sometidos a dieta aterogénica, se debe a un aumento del porcentaje de 
eosinófilos circulantes, procedentes de la médula ósea.  
 
3. De todas las citocinas de gran relevancia en la eosinofilopoyesis, transmigración 
y quimiotaxis de eosinófilos, únicamente los niveles plasmáticos de eotaxina-
1/CCL11 se han visto aumentados por una dieta aterogénica.  
 
4. El aumento de los niveles plasmáticos de eotaxina-1/CCL11 está acompañado 
de un aumento de la infiltración eosinofílica en las válvulas cardiacas, por lo que 
eotaxina-1/CCL11 parece ser la quimiocina clave en la infiltración de los 
eosinófilos en la lesión aterosclerótica.  
 
5. En síntesis, será necesario seguir estudiando la implicación de los eosinófilos en 
la aterosclerosis, así como el papel del eje CCR3/CCL11 en la orquestación de 
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